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Zusammenfassung 

Verfahren und Bioreaktor zum Kultivieren und Stlmulieren von dreidimensionalen, 
vitalen und mechanisch widerstandsfahigen Zelftransplantaten 

Es besteht die Aufgabe, ein Verfahren und elnen Bioreaktor zur Herstellung von drei- 
dimenslonalen, vitalen und mechanisch widerstandsfahigen Zellkulturen zu schaffen, 
bei dem im engen zeitlichen Zusammenhang Oder gleichzeitig kultiviert und stimullert 
werden kann. Der Bioreaktor soil eine GMP-gerechte TransplantatkultMewng unter 
garantiertsterilen Bedingungen ermoglichen. 

Der Bioreaktor (1) besteht aus einem Grundkorper, der mit einem Reaktorverschluss 
(21) druckdlcht und sterll verbiinden ist und mindestens etnen Reaktorraum bildet, in 
dem eine Ablageflache fiir ein Transplantat (11) sowie ein Mini-Aktuator (14) 
tmplementiert sind. Weiterhin ist der Bioreaktor (1) mlt wenigstens zwei Schlauch- 
kupplungsanschlQssen (19) fur die Mediumzufuhr und Mediumabfuhr bzw. zur 
Begasung versehen ist 

Die Erfindung ermoglicht eine GMP-gerechte Herstellung von dreidimensionalen, 
vitalen und mechanisch widerstandsfahigen Zellkulturen, vorzugsweise Knorpelzell- 
konstrukten, die hierbei In einem abgeschlossehen MinKBioreaktor gleichzeitig, 
aufeinanderfolgend oder nach einem zeitlich gesteuertem Ablaut kultiviert und 
stimullert werden k©nnen. Diese so gezOchteten Transplantate stehen als 
Gewebeensatzmaterial zur Therapierung von zJB. Binds- und StCrtzgewebsdefekten, 
direkten Gelenkstraumata, Rheumatlsmus und degeneratlven Gelenkserkrankungen 
zur VerfOgung und konnen wie z.B. bei der Kniegelenksarthrose eine Alternative zu 
den herkdmmllchen (operativen) Therapieansatzen wie z.B. der Mikrofrakturierung 
bzw. der Anbohrung seln. 
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Beschrelbung 

Verfahren und Bioreaktor zum Kultivleren und Stimulieren von dreidimensionalen, 
vitalen und mechanisch widerstandsfahigen Zelltransplantaten 

Die Erfindung betriffi Verfahren und eine Anordnung zur GMP-gerechten Herstellung 
von dreidimensionalen, vltaleri und mechanisch widerstandsfahigen Zellkulturen, 
vorzugsweise Knorpelzellkonstrukten, die hierbei auf neuartige Weise in einem 
abgeschlossenen Mini-Bioreaktor gleichzeitig, aufelnanderfolgend oder nach einem 
zeWich gesteuertem Ablaut kuttiviert und stimuliert werden konnen. Diese so 
gezOchteten Transplantate stehen als Gewebeersatzmaterial zur Therapierung von 
z.B. Binde- und Stutzgewebsdefekten, direkten Gelenkstraumataf Rheumatismus 
unddegenerativen Gelenkserkrankungen zur VerfQgung und konnen wie z.B. bei der 
Kniegelenksarthrose eine Alternative zu den herkommlichen (operativen) Therapie- 
ansatzen wie z,B. der Mikrofrakturierung bzw. der Anbohrung sein. 

Beim Tissue Engineering, das sich vor allem der in-vitro Vermehrurig von korper- 
eigenem, so genannten autologem Zellmaterial widmet, versucht man funkHonelle 
Zell- und Gewebeersatzstrukturen zu zOchten, die in einem Transplantationsschritt in 
das defekte Gewebe e'mgebracht werden k6nnen. 

Hierzu werden im Labor rouUnemaBlg Zellkulturen (z.B. Gelenksknorpelzellen) 
vermehrt. Die eigentliche Vermehrung dieser Zellen (z.B. Chondrozyten) erfolgt in 
einer Monolayerkultur auf dem Boden einer beschichteten Zellkulturflasche bzw. - 
schale nach Standardprotokollen, welche auch den Zusatz von gewebespezifischen 
Wachsturnsfaktoren, Mediatoren und Induktoren beinhalten. 
Das Ziel dieser additiven Faktoren 1st es, beispielsweise die besondere Fahigkeit von 
Knorpelzellen anzuregen, ausreichende extrazellulare Matrlxkomponenten (EZM) zu 
synthetisieren, urn be! der in-vitro Vermehrung das Massenverhaltnis von 1 % 
Chondrozyten zu 99 % extrazellularer Matrixbestandteile, wie es im funktionellem 
Gelenksknorpel gegeben ist, zu erreichen (Stockwell RA: The cell density of human 
articular and costal cartilage. J Anat 1967;1u1(4):753-763; Hamerman D, Schubert 
M: Diarthrodial joints, an essay. Amer J Med. 1962;33:555-590). 
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Da dies duroh die einfache Zugabe von Mediumsupplementen nicht moglich 
erscheint wird versucht, diese Knorpelzellen auf unterschiedlichste Art und Weise zu 
Reizen bzw. zu Stimulieren, urn geeigneten autologen (hyalinen) Knorpelersatz mit 
hohem Differenzierungsgrad Im Labor anzOchten zu kannen. 

Die beschriebene Vermehrung von Zellkulturen und ZOchtung von Gewebeersatz- 
strukturen ist mit einer Reihe von Nachteiien verbunden. 

Dies© passive Kuttivierung von Knorpelzellkulturen in einer zweidimensionalen Ober- 
flachenkultur auf einer einfachen Kulturschale, welche mit Nahrmedium bedeckt ist, 
zelgt dabei keine aktive Stimulierung der differenzierungsfahigen Knorpelzellen. 
Aus'Minuth, W. W., Kloth S., Aigner J., Steiner P,: MINUSHEET-Perfusionskultur: 
Stimulierung eines gewebetypischen Milieus.. Bioscope 1995; 4:20-25 ist ein Konzept 
bekannt, das versucht diesen Nachteil zu umgehen, indem man das PatientenzelK 
material in eine kQnstiiche Tragerstruktur einbringt, die dem Knorpelgewebe in seinen 
biophysikalischen Eigenschaften ahnelt und elne rietzwerkartige Verbindung 
zwischen den vielschichtig angeordneten Zellen zulasst und dann eine Perfusions- 
kultivierung in einem geeigneten Bioreaktor durchfiihrt. Eine Vielzahl von Experimen- 
ten zelgt eine emfihte Differenzierungsfahigkert der Zellen dutch vermehrt syntheti- 
sierter EZM an, welches auf diese dreidimensionale KultMerung von Chondrozyten 
in unterschiedlichsten biokompatiblen und btoresorbierbaren Matrizes, wie z.B, den 
Hydrogeleh, Alginaten, Agarosen (Beriya and Shaffen Dedifferentiated chondrocytes 
reexpress.the differentiated collagen phenotype when cultured in agarose gels. Cell. 
1982;30:216-224.) variabler Konzentrationen zurQckzufOhren ist 
Diese dabei erzeugte spatiale Dimension simuliert somit die originaren Verhaltnisse 
der Chondrozyten im lebenden Qewebe, wie z.B. in dem Knie- und HQftgelenk, und 
stellt somit eine vorteilhafte Adaption von in-vivo Verhaltnissen dar. 

Bei der adharenten OberflachenkultMerung der Zellen gestaltet sich die aus- 
reichende Versorgung mit Mediumsupplementen relativ einfach, da sich diese Nahr- 
stoffe unmittelbar uber bzw. an den Zellen befinden und einen ungehinderten Stoff- 
austausch Ober Diffusion zulassen, 

Bei der Verwendung von dreidimenslonalen Matrizes mit darin eingebetteten Zellen 
in einem statischen Kultivierungsschema hlngegen kommt es zur Ausbildung von 
Konzentrationsgefallen bzw. -gradlenten, welche den Stofftransport in mediate 
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Konstruktregionen limrtieren kohnen und somit einem optimalen Nahretoffangebot an 
den Zellverbanden entgegensteht 

Diese Beeintrafchtigung bei der Zuchtung von Zelimaterial in raumlichen Trager- 
matrizes wird durch die Induzierung von Mediumperfusion bzw, -transfusion durch 
das Kbnstrukt begegnet, 

Dieser aktive Prozess durch diese Tragerstruktur stent eine homogene Nahrstoff- 
versorgung an den Zellen sicher und fOhrt zu einem stetigen Metabolitenabtransport 
von den Chondrqzyten. Darflber hinaus kann das dynamische Kuttivierungsschema 
einen hoheren Qaseintrag gewahrieisten und stimulfert so die Zellverbande in 
Abhangigkeit von der gewahiten Mediumperfusionsstromuhg, durch 'eine dadurch 
hervorgerufene Scherkraft im yPa mechanisch. (Raimondi, M. T., F. Boschetti, et aL: 
Mechanobiology of engineered cartilage cultured under a quantified fluid-dynamic 
environment Biomechan Model Mechanobiol. 2002;1 :69 - 82) 

Ein weiterer Nachtell bel der Vermehrung von Zelleh und einer Trarisplantats- 
hersteilung besteht in der nicht gegebenen absoluten Sterilltat des Systems 
^Zellkulturflasche", Selbst routinem£(3ige Arbeitsablaufe, wie z.B. der Medienwechsel, 
die Zeileinsaat aber auch die Zellemte sind mit erhohter Infektionsgefahr fur die darin 
befindllche Zellkultur verbunden, da das dazugeherige KulturgefaB geoffnet werden 
muss und durch die Arbeit in einer Laminar Row-Workbench keine 100%-ige 
Sterilltat der Arbeitsumgebung im Sinne der „Grundregeln der Weltgesundheits- 
organisation fOr die Herstellung von Arzneimttteln und die Sicherung ihrer Qualitat" 
(Good Manufacturing Practice - Richtlinie der WHO) garantiert werden kann. 

Weiterhin ist durch dieses passive System kein maximaler Gasaustausch durch den 
. diffusionsdurchlassigeh Deckel, sowie dem Nahrmedium zu dem am Boden 
beflndlichen Zelliayer moglich! 

Urn diese gegebenen Nachteile der Kulturflaschen zu umgehen, wird in den letzten 
Jahren verstarkt die Entwicklung von automatisierten, abgeschlossen Bioreaktoren- 
systemen zur Generierung von Gewebeersatzstrukturen forciert. Sie konnen ,so 
(Freed und Vunjak-Novakovic: Micrpgravity tissue engineering. In Vitro Cell Dev Biol 
Anlm, 1997;33:381-385) den Vorteil einer sterilen, kontrollierbaren Kultivierung und 
Stimulierung von dreidimensionalen Transplantaten bieten. Durch die Kombination 
des Tissue Engineerings mit den Moglichketten der Verfahrens- und Biotechnoiogie 
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ist die Steuerung und die Kontrolle ausg'ewahlter Kultivierungsparameter wie z.B. der 
Begasung mit C0 3 bzv\f. Oz, Temperaturregelung, Kulturmedienaustausch, Proben- 
nahme eta in den Bioreaktorsystemen gegeben. (Obradovic, Carrier, Vunjak- 
Novakovic and Freed: Gas 'exchange is essential for bioreactor cultivation of tissue 
engineered cartilage. Biotechnol Bioeng. 1 999; 63:1 97-205). 

Bei der Konstruktion von Bioreaktoren gitt es stets, ein gut durchdachtes System zu 
schaffen, in dem kQnstlich Prozesse reguliert werden kfinnen. Wenn es darum geht, ein 
bestimmtes Qewebe zu zuchten, muss das System des Bioreaktors in der Lage sein, 
die physiologischen Bedingungen und Prozesse in vivo moglichst genau nachzustellen, 
Jedes Bioreaktorsystem wirkt mit mindestens einer Art eines mechanischen Reizes auf 
das gezOchtete Material. 

Die Verknupfung der positiven Eigenschaften einer gesteuerten Bioreaktor- 
kultivierung autologer Gewebeersatzmaterialien in einer biogenen Matrix unter 
Perfusionsstimulierung mit Kulturmedium stellt daher die logische Konsequenz zur 
Gewahrleistung einer automatisierten, sterilen bzw. GMP-geeigneten Transplantats- 
kultivierung zur Zuchtung von z.B. vitalen Knorpeizeilen mit erhohter E2M-Synthese- 
letstungdar. 

Aus der DE 4306661 A1 und aus Sittinger M, Bu]ia J, Minuth WW, Hammer C, 
Burmester GR: Engineering of cartilage tissue using bioresorbable polymer carriers 
in perfusion culture, Biomaterials. 1994;15(6);451-456 ist ein Perfusionsreaktor 
bekannt, bei dem die Zellen in eine Polymerschicht eingebettet sind und zudem von 
einer Agarosekapsei umgeben werden. Dieser zylindrische Glasreaktor wird mit kQnst- 
iichen Nahrrnedium, bei einer Fliessgeschwindigkeit von 0»016 mi/rnin durchstromt. Der . 
Reaktor selbst beflndet sich in einem entsprechenden dewebebrutkasten mit 
standardisierten Bedingungen. Sterile Filter am Nahrbodenspeicher ermoglichen einen 
Gasaustausch mit der auBeren Umgebung. 

Weiterfuhrende Experiments mit dieserrv Reaktortypen von Bujia J, Rotter N, Minuth 
W, Burmester G, Hammer C, Sittinger M: Cultivation of human cartilage tissue in a 3- 
dimensional perfusion culture chamber characterization of collagen synthesis, 
Laiyngprhinootologie- 1995;74(9): 559-563 und Kreklau B, Sittinger M, Mensing MB, 
Voigt C, Berger G, Burmester GR, Rahmanzadeh R f Gross U: Tissue engineering of 
biphasic joint cartilage transplants. Biomaterials. 1999;2Q(18):1743-1749 
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verwendeten Copolymergewebe aus Vicryl- und Polydioxanonschichten, die mit Poly- 
L-Lysin oder kollagenen Fasem des Typs II getrankt slnd. Menschliche Chondrozyten 
wurden in diese Schichten eingebettet und zwei Wochen lang unter Perfusion 
kultiviert Unter Verwendung eines Zwei-Phasen-Modelis aus einem Copolymer einer 
poiygiycolischen Saure und einer poly-L-lactischen Saure (Ethicon), das an einem 
Kalzium-Carbonat-Produkt befestigt war, wurde die Zeitspanne auf 70 Tage erhoht. 

Ein weiteres; dem o. g. Perfusionsbioreaktor sehr ahnliches System wurde von Mizuno 
S, AMemann F, Qlowacki J: Effects of medium perfusion on matrix production by 
bovine chondrocytes in three-dimensional collagen sponges. J Biomed Mater Res.. 
2001;56(3):368-375 konstruiert. tm Gegensatz zum bereits beschriebenen Reaktor, 
besfet dleser einen geschlossenen Bereich far das konstliche Nahrmedium. Der 
Hauptanteil des kultivierten Materials befindet sich in einer zylindrischen Glassaule, die 
1 cm breit und 10 cm lang ist Die Saule 1st mlt zahlreichen Zell-/Polymergerosten 
gefullt, die jeweils eine QroBe von 7 x 15 mm haben und nicht zusatzlich verkapselt 
slnd. Das kQnstliche Nahrmedium wird mit einer Fliessgeschwindigkeit von 300 //l/min 
von einem Speicher aus durch die Saule und das gesamte System geleitet. Mit Hilfe 
dieses Systems werden RlnderchondrozytengerOste in kollagenen Schwarnmen hin- 
sichtilch ihrer Reaktion auf Perfusion Ober einen Kultivierungszeitraum von 15 Tagen • 
untersucht. 

Aus dem US-Patent 5,928,945 ist ebenfalls eine Bioreaktorvorrichtung bekannt, bei 
der adharente Knorpelzellen in einer Wachstumskammer definierten Strdmungen 
bzw. Scherkraften ausgesetzt werden und demzufolge eine verstarkte Kollagen Typ 
ll-Synthese detektiert wurde. 

1 

Parallel zur Entwickiung von Perfusionsbioreaktoren befassten sich Forschergruppen 
mit der Konstruktion von-Bioreaktoren, welche diverse mechanische Belastungs- 
vorgange auf Explantate, Zeliproben oder Zell-/PolymergerQste ausQben. Bet der 
Konstruktion von Bioreaktoren zur Knorpelzellstimulation richtet sich deren Aufbau 
auf die implementierung von mechanischen Druckstempeln o.a. aus. da dtese 
uniaxialen Dmck auf Knorpeftransplantate erzeugen, urn die wichtgste Form de 
Belastung auf das menschliche Knorpelgewebe zu imitieren. Bei vtelen d,eser 
Drucksysteme werden groBe Ahnlichkeiten in der Konstruktion deutlich. 
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Dle Druckkammer elnes von Steinmeyer J, Torzffli PA, Burton-Wurster N. Lust Q: A 
new pressure chamber to study the biosynthette response of articular cartilage to 
mechanical loading. Res Exp Med (Berl). 1 993,1 93(3):1 37-1 42 entwicketten Systems 
besteht aus einem THangehause. das im Innerh mit einer Polyethylen-Schicht bedeckt 
1st. Das Versuchsexemplar mit einem maximalen Durchmesser von 10 mm kann in 
einem BehaJter am, Boden der Kammer platziert und mit etwa 7 ml kunstlichem Nahr- 
medium bedeckt werden. Da das Modell kein Perfusionssystem des kunstlichen Kultur- 
medium besitzt eind nur schubwetse Druckerzeugungen bei kurzen Kuitiviemngszeiten 
mOglfcrvDas Lastensystem, das entsprechenden Druck auf das Versuchsexemplar 
ausQbt, besteht aus einem durch den Kammerverschluss fQhrenden, porosen Druck- 
tiegel und wird entweder durch elnfache Gewichte oder einen Luftzylinder mit Druck- 
kolben, der Qber der Kammer befestigt ist, bewegt. 

Auch das von Lee DA, Bader DL: Compressive strains at physiological frequencies 
influence the metabolism of chondrocytes seeded in agarose. J Orthop Res. 
. 1997;15(2):181-188 veraffentlichte System, das durch einen Antrieb in Gang gesetzt 
wird, 1st in der Lage, auf 24 Versuchsexemplare gleichzeltig Druck auezuQben. Der 
Antrieb ist auf einem Rahmen, der um den Brutkasten herumfCihrt, montiert und 
Qbertragt die Kraft hinunter zur Ladeplatte innerhalb der sterilen Box. Die Ladeplatte 
aus Stahl besitzt 24 Stahlbolzen mtt einer Plexiglaseinkerbung von 11 mm Durch- 
messer. Der Antrieb sorgt fur verschiedene Belastungen, die vom Grad der Ver- 
formung abhangig gemacht werden. Dieses System wird fur die Kultivierung von 
Rinder-GhondrozytenZ-Agarose-Geruste Ober einen Zertraum von zwei Tagen ver- 
wendet Statische und zusatzliche zykttsche (0.3 bis 3 Hz) Belastungen mit einer 
maximalen Spannungsamplrtude von 1 5 % warden erzeugt. 

Der Nachteil. einer Vielzahl von Dfuckstimulationsreaktoren ist, dass die Zellkultur- 
konstrukte wahrend einer Druckbelastung nicht mit Nahrmedium pert undiert werden 
KSnnen und somit nlcht der Effekt einer multiplen Zellrelzung untersucht werden 
kann Weiterhin steht diese fehlende Nahrstoffversorgung einem optimalen Stoff- 
wechselaustausch sowie der maximalen Synthese von z.B. extrazellultren Matnx- 
bestandteilen bei Knorpelzellen entgegen. 

Druck- und Perfusionssysteme, wie sie belspielsweise In dem US-Patent 6,060,306 
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und dem DE-Patent 198 08 0*55 beschrieben werden, ermogiichen eine glelchzeitige 
Mehrfachstimulierung mit Parametern wie Perfusionsstromung, den dadurch 
induzierten Scherkraften und einer uniaxialen Druckbelastung. 
Nachteltig bei Reaktoren die eine Druckstimulation ermSglichen ist vor allem, dass 
die durch stellmotoren p.a angetriebenen Druckmediatoren, zumeist StoBel, Kolben 
u.a. in den Bioreaktorraum, in dem sich vorzugsweise ein autbioges Transpiantat 
befindet. hereingefuhrt werden und dann eine definierte Druckbelastung auf das 
Zellkonstrukt ausuben. Durch das Elnbringen dieses Druckapplikators in das sterile 
System gestattet sich die Konstruktlon von abgeschlossehen Druckapplikations- 
reaktoren auBerst schwierig, so dass diese Systeme eine erhShte Komplexitat 
aufweisen. Ein Einsatz dieser (potentieii unsteriien) Systeme ist deshalb nur in der 
Grundlagenforschung gegeben, da eine Anwendungen dieser Vorrichtungeh und 
Verfahren im medizinischen Bereich den Richtlinien des bestehenden Arzneimittel- 
gesetzes entgegenstehen. 

Somit untetltegen samtliche Bioreaktorapparaturen die der Zilchturig, aber auch einer 
Stimullerung von aiitoiogen Gewebeersatzstrukturen dienen der Good Manufacturing 
Practice-Richtlinie der WHO („Grundregeln der weltgesundheitsorganisation fflr die 
Hersteliung von Arzneimitteln und die Sicherung ihrer Qualitat"), weitemin dem 
deutschen Arzneimittelgesetz (AMG), der B pharmazeutischen Inspektions- 
Convention" sowie der GMP-Rlchtlinie 91/356/EWG. Das Risiko einer Infektion bzw. 
die nicht vollstandig zu garantierende Sterilitat der Systeme geben daher kelnen 
Anlass zur Erteilung einer Hersteliungserlaubnis nach § 13 des AMG. 



Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, ein Verfahren und einen Bioreaktor zur 
Hersteliung von dreidimensionalen, vitaJen und mechanlsch widerstandsfahigen Zell- 
kulturen zu schaffen, bei dem im engen zeitiichen Zusammenhang Oder gleichzettig 
kultiviert und stimuliert werden kann. Der Bioreaktor soil eine GMP-gerechte 
Transplarrtatkultivierung unter garantiertsterilen Bedingungen ermoglichen. 

' Die Aufgabe wird erfindungsgemaB durch das im Anspruch 1 beschriebene 
Verfahren und den im Anspruch 13 beschriebenen Bioreaktor gtftt. Vorteilhafte 
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Ausgestaltungen des Verfahrens werden in den AnsprQchen 2 bis 12 ausgefuhrt; die 
we'rtere Ausgestaltung des Bioreaktors wird in den AnsprOchen 14 bis 57 ausgefQhrt. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren und der erfindungsgemaBe Bioreaktor verbinden 
die Kultivterung und Stimulierung von GMP-gerecht bergestettten, dreidimensionalen, 
vttalen und mechanisch widerstondsfahigen ZellkuKuren, vorzugswelse knorpelzell- . 
konstrukten in einem Reaktor, Hierbei kann die Stimulierung und Kuitivierung 
gieichzeitig, aufeinander foigend oder nach einem zeitlich gesteuerten Ablaut durchr 
gefGhrt werden. Diese so gezQchteten Transpiantate stehen ate Gewebeersatz- 
material zur Therapierung von z.B. Binde- und Stutzg'ewebsdefekten. direkten 
Geienksttaumata, Rheumatismus und degenerativen Gelenkserkrankungen zur 
Verfttgung. ■ , 

. Das wesentiich' Merkmal des erfindungsgemaBen Verfahrens und des erfindungs- 
gemaBen Bioreaktors 1st, dass sich in einem abgeschlossenen Reaktorraum em 
Transplantat beflndet, welches tn mehrfacher Hinsicht in-vivo-adaptiven StimuKs 
ausgesetzt werden kann. Dazu zahlt eine Perfundierung des spatialen Zellkultur- 
konstruktes mit einem konditlonierten Nahrmedium. welches einerseits organo- 
typische Scherkrafte an den Zetlmembranen hervorruft und daruber hinaus einen 
emdhten Stoffwechselaustausch ertaubt. In diesem geschiossenen Bioreaktor 
beflndet sich oberhalb des Transplantats ein magnetlscher, kolbenahnlicher Druck- 
stempel, der ate Belastungsapplikator aut die Zellkultur fungiert. Der Stempel wird 
kontakllos durch den Bloreaktorraum gesteuert und dabei eine gerichtete uniaxiale 
DrucksHmuHerung auf das Gewebetransplantat herbeigefGhrt Die berQhrungslose 
Kontrolle des MIni-Aktuators erfolgt durch extern angeordnete Kontrollmagneten, 
deren ausgertchtetes (Elektro-)magnetlsches Feld eine Positionsanderung des 
Stempete im Bioreaktor bewirkt und eine organotypische dynamische bzw. statische 
Druckstimulierung nach sich zleht 

Das Verfahren und der Bioreaktor haben den bereits aufgefQhrten Vorteil, dass 
wahrend der ZQchtung auch eine Stimulierung der Zellkulturen erfolgen kann. Es 1st 
vor allem die ZQchtung bzw. Regeneration von Binde- sowie Stutzgewebsstrukturen 
undfunktioneHen Gewebesystemen (Knorpel, Knochen etc.) moglich. 
Die Apparatur ermoglicht bei einer sterilen Verfahrenswetee die ZQchtung von 
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Zellttansplantaten die, insbesondere synchron, perfundiert und druckbelastet werden 
und sich demnach durch eine erhohte Produktion von Matrixbestandteiten (z.B. 
Knorpelzellkulturen) auszeichnen. Aufgrund seines Automatisierungsgrades 
minimiert dlese Vorrichtung die Zahl der Aitoeitsgange und rnindert so das Infektions- 
risiko der Zeflkuttur. Welterhin garantiert die automatisierte Zuchtung und 
Stimuiierung der Transplantate. definierte und repraduzierbare Prozessablaufe. 
Aufgrund der KonstrukWonsmerkrnale des erfindungsgemaBen Bioreaktors 1st ein 
abgeschlossener Bioreaktorkreislauf gewahrleistet und dernzufolge eine streng 
autologe Kulttvierung bzw. Stimuiierung von Gewebeersatzstrukturen unter 
Eihhaltung der GMP-Richtlinlen m6glich. 

FQr den Bioreaktor ergibt sich aJs weiteres Einsatzgebiet die pharmazeutische Wirk- 
stofftestung fur die Charakterisierung von proliferations- sowie differenzierungs- 
relevanten Stoffen bzw/. Stoffkombinationeh auf Transplantate, 

Im Folgenden wird das emndungsgemafce Verfahren und der erfindungsgernaSe 
Bioreaktor in AusfQhrungsbelspielen erlautert: Die dazugehdrigen Abbildungen 
zeigen: I . - t 

Rg. 1: Verfahren zur Hersteilung von Transplantaten 
Rg. 2: Schema GMP-Bioreaktorsystem 
fig. 3: Schema Einkammerbioreaktor 
Rg. 4: Schema Zweikammerbioreaktor 
Rg.5: Aufbau und Ausfuhrungsformeh des Mini-Aktuators 
Rg 6: Schema der Konstruktherstellung und Konstrukteinsaat im Bioreaktor 
Rg.7: Schema der technischen Einrichtung zur Konstruktperfundierung und 

Mediendurchmischung im Bnkammerbioreaktor 
Rg. 8: Schema der technischen Einrichtung zur Konstruktperfundierung und 

Mediendurchmischung im Zweikammerbioreaktor 
Rg. 9: Rxierungsschema des Transpiantates im Bioreaktor 
Rg. 1 0: Magnetsysteme zur Steuerung des Mini- Aktuators 
Rg. 1 1 : Sttmulationsschema im Zweikammerreaktor 
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Beispiel 1 

Verfahren zur Herstellung von Transplantaten 



in der Figur 1 wlrd am Beispiel der Knorpelgewebstransplantatlon der Einsatz des 
Bioreaktors zur synchronen Kultivierung und Stimulierung von dreidimensionalen 
Zeiitransplantaten dargestellt 

Dazu wird dem Patienten als erstes (I) gesundes Zellmaterial {z.B. artikularer 
Knorpel) und Blut minimalinvasiv entnommen. Ober enzymatische Verdauung 
werden die gewonnenen Zellen vereinzelt, ausgezahlt und in Abhanglgkelt davon 
entweder Qber Standardmethoden des Tissue Engineerings In Menolayerflaschen (II) 
ausgesat und streng autolog vermehrt oder aber sofort der Konstruktherstellung. 
zugefQhrt (III). Hierbei werden die Zellen in eine dreidimensionale Transplantate- 
struktur, die aus biokompatiblen bzw. -resorbierbaren Tragermaterial (z.B. Hydro- 
gele, Agarosen, Kollagene, Hydroxylapatite, Polymerkomplexe etc.) besfeht, einge- 
bracht Dazu werden die suspendierlen Zellen (z.B. Chondrozyten) mit der biogenen 
StQtzstruktur (z.B. Agarose) vermischt, in elnem Einsaatkolben eingebracht und z.B. 
in einer zylindrischen Transplantatsform (z.B. Knorpel-Agarose-Matrix) ausgehartet. 
Diese in-vivo adaptive, dreidimensionale Struktur fOhrt vor allem bei Zellen des 
Binde- und StQtzgewebes (z.B. Chondrozyten) zu einer (Re-) Dlfferenzierung und 
einhergehend damit zu einer Synthese gewebstypischer Substanzen und Matrix- 
bestandteile (z.B. Kollagene, Proteoglykane). 

Dieser Einsaatkolben, mit dem innen llegenden spatialen Zelltransplantat, wird in den 
Bioreaktor eingefuhrt (IV). das Transplantat herausgepresst und im Bioreaktor 
positioniert. AnschlieBend erfolgt die GMP-geeignete entweder gleichzeitige, aufe.n- 
ander folgende oder zertlich gesteuertem Kultivierung und Stimulierung dieses 
Zellkonstruktes in der neu entwickelten geschlossenen Bioreaktorapparatur (V) >n. 
dieser Phase kann das Zelltransplantat mit dieser multlplen in-vivo ahnUohen 
Reizung (Stimuli wle Scherkraft, Perfusion, Deformation, mechanische Beiastung) zu 
einer erhohten Differenzierung und Expression von organotypischen Markern 

qebracht werden. . 
Nach kurzer Zeit hat sich ein hochvltales, matrixreiches Zellkulturkonstrukt m dem 
Bioreaktor regeneriert Dieses autologe Transplantat. wird entnommen (VI), 
gegebenenfalls an die Geometrie des Gewebsdefektes angepasst und anschlie&end 
in das defekte Binde- oder StQtzgewebe transplantiert. 



Beispiel 2 

Schema des Bioreaklorsystem 



Hour 2 varanschaullcht aina Auafuhrungsfomr des Bio-aaktorayatams (mil dam Zw* 
teLerbtoreaWor) zur autolagan KuKMarung und mulfiplan MM 

V amar abgascHossenan RaaKoratruKur n* GMP-gamcmar 

Verfahrenswelse. _ „. 

In diesem AuafOhrungabaispial bafindat sioh die gasttma Vorriohtung zur Gawahr- 
latetung dar optimal Tampamtur, UWaucmigkaK und -zusammansatzung ,n a,nam 
tampadarbaran und gasragullarbamn InKubafcr. Ebanso M auch <* gatmnmar 
Auftau moglteh, bar dar dar Bioraaktor 1 und das Madlum u mkubator und d* 
^n Tachnlkkamponantan zur Kohttfla auGarhalb das laudators angaordna. 

MMM , aalbst und dta dann aingaaatzten Bautaila aind biotogiach sow* 
chamlscn inert und autoklavlerbar. Darubar hinaua bastaht dar BioreaWorkorpua und 
dar vamchraubbara Dackal aus nlcht- (z.B. Kunststona) bzw. sch^ach-magnaUacha 
Materialten (z.B. Vanadium-4-Stahl). 

1 Kutt.rraad.um »rd aua dam Medlumraaarvoir 2 dumb das Schlauabsyaram 4 m 
dam 3-Waga-Vand. 6 und dam 4-Waga-Vsmn 7 mlttate dar Umwa.zpumpe 5 ,n dan 
r re aWor 1 gsWhrt Diases Kulfurmedlum kann mlt aua PatlantanWu. gawonnanan, 
ZZZ JL* Pattoran CzB.Wacbstums.aKoren, 
Supplamenreaarvalr 3 angaria* wame. Das M ad,um «rtrd 
FadLoh odar Im konlinutadiuhan Vartahren dam BtoraaKtor 1 und aonrn dam 

« ga-oasanam -bar ^ 

in to Med^r * ~ «£— .r = a dar^ 

sn = — • ~- - - srm : 

a*emas. abgadagaHes AKallga** ^ ^ ~ a^m tlr- 
^.narnaP^masUec^ „ „ 
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Schlauchsystem 4 mit Medium veisorgt und kann mit einem stark porOsen jedoch 
dunned Sintermateriai 16 ausgefO.lt sein. Diese untere Kammer kann dutch e,ne 
dunne Klargiasscbeibe 17 abgeriegelt sein und a«s Mikrdskopieroffnung fur .nverse 
Mlkroskope dienen. 

innerhalb der oberen Kammer. des Bioreaktor 1 befindet sich* neben den. im 
Bioreaktordeckel eingelassenen Biosensdren 9 der Mini-Aktuator 14. Dieser als 
magnetischer Stempei auegefOhrte -Mini-Aktuator 14 wirkt als DmckappHkator 
kontaktlos, und wird durch den Kontrollmagneten taw. die Spule 15 gesteuert. 



Beispiei 3 

Schema Bnkammerbioreaktor 



Figur 3 zeigt eine mogliche AusfOhrungsform des Bioreaktors 1 bestehend aus einer 
Kulturkammer. die der impiementierung des kontaktlos steuerbaren Mini-Aktuators 

Debate Elnkammerbioreaktor ausgefOhrte Bioreaktor 1 besteht aus einem Korpus 

und dem Bioreaktorverschluss 21, der zusatzlich uber einen Quetschring 20 abge- 

dichtet 1st in der Deckeikonstruktion sind Biosensoren 9 eingeiassen 

line-Messung von ,B. Giukose- uhd Uktatkonzentrationen u.a 

teilen dienen. in dem Reaktorraum befindet sich ein passgenau 

Aktuator 14 oberhaib des Transpires 11, welches aut e.nem spez.e1.en Reaktor 

bodenmiteingesetzterKlarglasscheibe17ruht. . 

Z Mediumversorgung des Transplantates 11 fdhren mindestens ,e e,n Zu- und 

*Z 2r Luerlsch.Osse 19 in den Bioreaktor 1. An **^J£ * 

Abiaute 19 wird Ober ein ^Wege-Ven«i 6 eine Probennahmestrecke 8 integrte*. 

Beispiei 4 
. schema Zweikammerbioreaktor 

mnr 4 skizziert eine weitere AusfOhrungsform eines Bioreaktors 1 bestehend aus 
Figur 4 sk.zz.ert we Druckst empel 14 beinhattet und d.e 

zwei Kammerraumen, wobei die ooere oen w 
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untere der Anstromung unterhalb des Transplantates 11 dient Diese Ausfuhrungs- 
form.unterscheidet sioh in Funkticn, Elgenschaft und Anforderung der Bauteile 1, 6, 
8 9 14, 19-21 nicht von dem im Beispiel 3 beschriebenen Bioreaktor 1 .- 
,n der Apparatur sind mindestens Jewells ein Zu- und Ablaut 19 in die obere und 
untere Reaktorkammer eingelassen, urn eine ventllgeregelte Anstremung der 
jeweillgen Kammer und des Transplantates, 1 1 zu erreichen. 
Die untere Kammer 1st in ihrer Dimension so gestaltet, dass ihr Durchmesser 
geringer als der des Transplantates 11 ist Diese Kammer nimmt eine flache 
passgenaue Scheibe aus porosem Sintermaterial 16 auf. so dass eine Inverse 
Mikroskopierung durch die abschlieBende Glasscheibe 17 und die Membran 18 zum 
Transplantat 11 unbeeintrachtigt erfolgen kann. Diese . Scheibe aus gesintertem 
Material 16 in der unteren Reaktorkammer erfOlIt in der vorliegenden Apparatur eine 
weitere wichtige Funktion. Sie verhindert, bei mechanlscher Belastung des 
Transplantates 11 durch den Druckstempel 14 ein nicht erwOnschtes Hereinpressen 
des gelarBgen Zellkonstruktes 11 in den Kammerraum. In Abhangigkeit der 
verwendeten StOtzmatrix und seiner Viskositat ist die Verwendung einer 
fluiddurchlassigen Membran. 18 zwischen dem Sintermaterial 16 und dem 
Transplantat 11 vorgesehen, urn eine Vermengung des Tragermaterials mlt dem 
Sintermaterial 16 zu verhindern. 



Beispiel 5 

Aufbau und AusfOhrungsformen des Mini-Aktuators 14 

Dte Ffcuran 5 ze^n *n Aufbau, dte Gaon^tna und Mrt Forman *»£ 
mm* 14. welohar pasaganau im RaaKterraum (hier a*amp.ansoh . 
CLonodelli vartW 9^ und a*ate DnrtM* au, das art dan, Raatto„»dan 

^^tTo^Lor 14 v*d a^duwmafl m* F» « 

Lite du-ch dte madWe PosWoniarung daa TmnsptenWas 1 1 kn Bioreaktor 1 1 -char 
^Twardan. Andararsarts muss aUra passganaue Dimenstonisrung das 
nl^-Aueandu^asaara 02 an dan M^W « 
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erfblgen. Dies ermoglicht eine verttkale FOhrung des Mini-Aktuators 14 im Bioreaktor 
1, dhne ein Verkanten bzw. eine Schragstellung des Stempels zu bewirken. Bel 
samtlichen Bibreaktormodellen ist dieser Durchmesser D2 gr6Ber zu dimensionieren 
als der AuBendurchmesser D1 des Transplarrtates 1 1 . 

Figur 5b stellt den chafaktertetlschen Aufbau dieser Druckeinheit 14 dar. Er besitzt 
einen extrem letetungsfahigen Permanentmagneten 22, vorzugsweise aus einer 
■Neodym-Eisen-Bor-Verbindung, der sich bereits bei geringsten magnetischen und 
elektromagnetischen Feldem nach der jeweiligen Feldrichtung bewegt. Dieser. 
Permanentmagnet 22 1st in einer lackierten Oder galvanisierten .Form in einen 
biologisch inerten Kunststoff -dem H0ilk6r|jer 23- eingekapselt Dieser, vorzugs- 
weise zylindrische, HOIlkSrper 23 gieitet mit seinem passgenauen AuBendurch- 
messer reibungsarm und exakt senkrecht im Bioreaktorzyiinder. Auf der Unterseite 
des plastischen Hullkdrpers 23 kdnnen neben ebener Flache auch andere organo- 
typische Negativformen als StempeKlache 24 aufgepragt sein, urn in-vivo adaptive 
PosWvformen (u.a. Wolbungen, B6gen etc.) nachzustellen. 

Die hier vorliegende neuartige Aktuatorgeometrie, ohne etwaige Strdmungskanale 33 
im HOllkOrper 23, ermoglicht darOber hinaus eine Pumpfunktion bedingt durch eine 
zykiische Magnetfelderzeugung. Durch die bestehenden Druck- und Ventilverhalt- 
nisse im Bioreaktor 1 wird durch eine Aufwartsbewegung des Mini-Aktuators 14 
Medium in den Reaktorraum angesaugt Durch Abwartsbeweguhg bzw. Druck- 
kompression auf das Transplant 11 wird dieses Medium aus dem Bioreaktor 1 
herausgepresst. 

Figur 5c zeigt eine weitere exemplarische Ausfuhrungsform des Mini-Aktuators 14, 
der ebenfalls aus einem starken Permanentmagneten 22 und einem HiillkSrper 23 
mit indh/idueller Stempelflache 24 aufgebaut ist. Dieses Modeil weist zur Strdmungs- 
optimierung am Rand seines HOllkdrpers 23 so genannte StrOmungskanale 33 auf. 
Hierdumh ist eine Medjenumsttfmung des Mini-Aktuators 14 im Bioreaktorraum 
moglich und es warden geringere Stellkrafte zur Oberwindung des Medienwder- 
standee benotlgt. Der HQHk6rper 23 muss mindestens 3 FOhrungsnasen mit einem 
passgenauen AuBendurchmesser D2 aufweisen, urn eine planare Positionierung des 
gesamten Mini-Aktuatons 14 auf dem Transplaniat 1 1 sicherzustellen. 
Rgur 5d stellt einen modiflzierten Druckstempel 14 basierend auf Figur 5b dar 
welcher zur Schaffung einer raumlichen Distanz von Permanentmagneten 22 und 
Zellkulturkonstrukt 11 einen Verfengerungssteg 34 aufweist:. Ursaohe dieser 
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Distanzierung des Permarientmagneten 22 In dem oberen Zylinderkopf zu dem 
Transplantat 1 l ist die Minimierung etwaiger Feldeinflpsse auf Zeilkulturen 11. 
Figur 5e zeigt einen Mini-Aktuator 14 basierend auf Rgur 5d, welcher mindestens 3 
Strcmungskanale 33 und 3 FQhrungsnasen mit einem. AuBendurchmesser D2 
aufweist 



Beispiel6 

Schema der KonstrukthersteHung und Konstrukteinsaat im Bloreaktor 1 

Die Rguren 6 stellen das Verfahren und die Vorriohtung zur Herstellung und Einsaat 
von dreidimensionalen, vorzugsweise zylindrischen, Zellmatrixkonstrukten dar. 

In der Figur 6a (Zellmatrixeinsaat) werden vermehrte (siehe Fig. 1, !l) oder frisch 
isolierte (siehe Fig. 1, III) und praparierte Zellen 12 mit der biogenen Tragerstruktur 
13 yermengt, bis zur Homogenitat suspendiert und mit dem Zieivolumen der 
Zellmatrix in den Einsaatkoiben 25 eingespritzt 

Der passgenaue Einsaatkoiben 25 entspricht in seinem Innendurchmesser D1 dem 
zukQnftigen AuBendurchmesser des Transplantates 1 1 sowie in seinem AuBendurch- 
messer D2 dem Innendurchmesser des Bioreaktbr 1 . 

In der Rgur 6b (Stempeleinsatz) 1st der Stempeteinsatz 26 in. dem Einsaatkoiben 25 
dargestellt Wahrend des Aushartens bzw. des Polymerisierens der jewelligen 
Zellmatax im Reaktorkoiben 25 wird auf der ebenen Schiebeplatte 27 der 
passgenaue planare Stempel 26 mit dem AuBendurchmesser D1 in. den Kolbenhoht- 
zyiinder eingefuhrt. 

Die Unterseite dieses Stempels 26 kann analog zu der Stempeiflache 24 des Mini- 
Aktuators 1 4 mtt organotypischen Strukturen gepragt sein. 

In der Rgur 6c (Stempelaufsatz) 1st der Aufsatz des Stempels 26 auf das 
Transplantat 11 in dem Einsaatkoiben 25 aufgezeigt. Der Stempel 26 wird auf das 
ZellgerOst mit leichtem Anpressdruck aufgesetzt, urn einer Meniskusbildung bzw. 
W6lbung der Matrixoberseite des Transplantates 11 entgegen zu wirken, urn z.B. 
eine zylindtische Transplantatsform zu erhalten. 
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Sol! eine In-vivo adaptive Oberflache auf das Transplants* 11 aufgepragt werden, so 
muss dieser Stempeiaufsatz 26 wahrend der Ausharter bzw. Polymerisationsphase 
erfolgen. 

In der Figur 6d (Entfemen der Schiebeplatte) wird der aufgesetzte Stempel 26 nach 
der Formgebung des Transplantates 11 abgehoben und die sich am Boden des 
Einsaatkolbeiis 25 befindliche, vorzugswetse hydrophobe, Schiebeplatte 27 entfemt 
Urn zu verhlndern, dass ein gelartlges Zellkonstrukt 1 1 an die Schiebeplatte 27 und 
den Elnsaatkolben adhariert, wird z.B. eine inerte Folie bzw. ein inertes Polymervlies 
zum AusWelden der Oberflachen verwendet. 

Die Figur 6e (Konstrukteinsaat im Bioreaktor) zeigt die Elnsaat eines zylindrischen 
Konstruktes am Beispiel des Zweikammerbioreaktors. Hlerbei wird der passgenaue 
Elnsaatkolbens 25 in den Bioreaktor 1 implementiert, dann mittels Druckstempel 26 
das Zellkonstrukt 11 medial In den praparierten Reaktor eingebracht und die 
Einsaatvorrichtung aus dem Bioreaktor 1 entfemt. Dieser praparierte Bioreaktor 1 
beinhaltet das porose Sinterrhaterlal 16 und gegebenenfalls eine diffusionsdurch- 
ISssige Membran 1 8. 




Beispiel 7 

Schema der techriischen Einrichtung zur Konstruktperfundierung und Mediendurch 
mischung Im Elnkammerbioreaktor 



In den Figuren 7 ist die Konstruktion und der Aufbau des Einkammerreaktorkorpus 
und deren Auswirkung auf die Diffusion und Perfusion im Transplantat 11 dargestettt 

In der in der Figur 7a dargestelHen AusfQhrungsform mOnden vier Zu- und Ablaufe 
mit integrierter Luer-Kupplung 19 in den Bioreaktor 1. Diese k6nnen zur Stromungs- 
optimlerung sOwohl in ihrer Lage und Position differieren, also auch z.B. tangential in 
den Bloreaktorkorpus 1 eintreten. Die Zahl der in den Bioreaktor 1 fOhrenden Zu- 
bzw. Ablaufe 19 betragt mindestens zwei. An jedem abfiie&end gerichteten Luer- 
Anschluss 19 kann mit z.B. einem 3-Wege-Ventil 6 eine Probennahmestrecke 8 
installiert werden. 
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Be! elner statischen Kultivjerungsweise Im Bloreaktor diffundiert das Medium vor 
allem In die oberen und selHlchen Randberetche des z.B. zylindrischen Gewebe- 
transplantates 11 und versorgt dfe Zellkuttur u.a. mit Nutrienten und'fuhrt gleichzeitig 
Stoffwechselendprodukte aus derTragermatrix ab. 

Die Flgur 7b zeigt eine kontinuierliche Zufuhr yon Nahrmedium aus dem Medium- 
reservoir 2 mit dahinter fiegendem fakultativem Supplementenreservoir 3 (nicht 
dargesteilt) mittels elner dosierbaren Umwafepumpe 5 durch das Schlauchsystem 4 
in mlndestens einen Zulauf 19 des Bioreaktors 1 . 

Der Abfluss des Mediums erfolgt durch mindestens einen Ablaut 19 in das Schiauch- 
system 4, an dem an mlndestens einer Stelle uber ein 3-Wege-Ventil 6 eine 
abgekoppelte Probehnahmestrecke 8 integriert sein kann. 

Das verbrauchte Medium kann, wie hier dargesteiit, Im Krelslauf verbleiben, indem es 
in das Mediumreservoir 2 gelangt und von da aus wieder zur emeuten kontinuier- 
lichen Perfundierung des Transplantates 11 herangezogen wird. Anderenfalls kann 
es aus dem Kreislauf vollstandig entnommen werden. Die Kultivierung des 
Transplantates 11 erfolgt dann im Batch- bzw. Fed-Batch-Verfahren. 
. Eine gezielte kontinuierliche Zufuhr von Kulturmedium in den Reaktorraum kann die 
An- und Durchstromung des Transplantates 11 im Vergleich zum statischen Schema 
der Flgur 7a deutlich verbessem. Durch die induzierte Perfundierung werden tiefere 
Konstruktregionen mit Medium durchgesputt. Demzufolge wird der Stoffaustausch 
optimiert, was eine erhohte Zelldifferenzierung nach sich Ziehen kann. Weiterhin wird 
durch diese AusfQhrung der Konstruktanstromung eine Scherkraftstimuiierung auf die 
eingebetteten Zellen ausgeubt 



Beisplel8 

Schema der technischen Einrichtung zur Konstruktperf undierung und Mediendurch- 
mischung Im Zweikammerbioreaktor 

Die Flguren 8 zeigen einen Zweikammerbioreaktor, welcher eine optimierte 
StrSmung, Diffusion und Perfusion des Transplantates zulasst und so.die Qualftat 
des Gewebeersatzes verbessem hilft 
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In def Flgur 8a wird eine Variant© mlt statlscher Kultivlerung und Diffusion dargestellt. 
Die in den Bioreaktor 1 mgndenden Zu- bzw. Ablaufe 19 sind mindestens zwei, 
wobei mindestens je einer in der unteren und oberen Reaktorkammer mOnden muss. 
Die hier aufgefOhrten zwei .Zu- bzw. Ablaufe 19 pro Kammer konnen zur 
Stromungsoptimierung sowohi in ihrer Lage, Position und Dicke dlfferieren. 
Die Prdbennahmestrecke 8 kann an jedem abflieBend gerichteten Luer-Anschluss 19 
beider Kammem mit z.B. einem 3-Wege-Ventil 6 o.&. instaliiert werden. 
Neben einer Mediendiffusion in die oberen und se'rtiichen Transplantatsbereiche fQhrt 
die in dieser Konstruktion neii eingerichtete Kammer unterhaib des Transplantates 
11 wahrend der statischen Kultivierungsphase zu einer Diffusion des Kutturmediums 
aus dem porosen Sintermateriai in die bodennahen Regionen der Tragerstruktur, so 
dass daraus eine verbesserter Stoffwechsei im gesamten Transplantat 1 1 resuttiert. 

Die Figur 8b zeigt die kontinuiertiche Zufuhr von Nahrmedium aus dem 
Mediumreservoir 2 mlt dahinter angeordneten fakuitativen Supplementenreservoir 3 
(nicht dargestellt) mittels einer dosierbaren ' Umwalzpumpe 5 <U. durcft das 
Schlauchsystem 4 in mindestens einen Zulauf 19 der unteren und oberen Kammer 
des Bioreaktors 1 . 

Der Abfluss des Mediums erfolgt durch mindestens einen Ablauf 19 je Kammer in 
das Schlauchsystem 4, an dem an mindestens einer Steile Ober ein 3-Wege-Ventil 6 
eine abgekoppelte Probennahmestrecke 8 mtegriert sein kann. 
Das verbrauchte Medium kann wie hier dargestellt im Krelslauf verbleiben, indem es 
in das Mediumreservoir 2 gelangt und von da aus wieder zur emeuten kontinuier- 
lichen Perfundierung des Transplantates 11 herangezogen wird. Anderenfalls kann 
es. aus dem Krelslauf vollstandig entnommen werden. Die Kultivierung des 
Transplantates 1 1 erfolgt im Batch- bzw. Fed-Batch-Verfahren. 
Die erfindungsgemaBe Integration einer zweiten Kammer, hier unterhaib des 
Transplantates 11, zeigt seine positiven Eigenschaften vor allem bei einer gez.elten 
Anstrdmung des biologischen Konstruktes auf . Wird demzufolge mittels des 3-Wege- 
Ventils 6 'der Medienstrom aus dem Mediumreservoir 2 in die untere Kammer 
geschalten, erfolgt eine. induzierte aufwartsgerlchtete Perfundierung des 
Transplantates 11 bei geschlossenem unteren Ablauf, da das Med.um den 
Reaktorraum nur durch den oberen Ablauf verlassen kann. 
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Analog zu diesem Schema lasst sich durch eine UmschaKung der 3-Wege-Ventile 6 
eine Transplantatsdurchstromung von der oberen zur unteren Kammer durch das 
Konstrukt 11 etwirken. Resultat dieser aufgezeigten Vorrichtung 1st nebert der voll- 
standigen Perfundierung elne weftfere Zellstimulation uber eine induzierte Scherkraft, 
die auf die Zellen wirkt und Qber den Volumenstrom der Umwalzpumpe 5 eingestellt 
werden kann. M6gllch 1st auch eine partielle bzw.-totaie 6fmung der 3-Wege-Ventile 
6, um einen schnelieren Mediumaustausch lm Bioreaktor 1 zu erzielen. 



BeispielS 

Fixierungsschema des Transplantates 1 1 im Bioreaktor 1 

Die Rguren 9 zeigen das Fixierungsschema des Transplantates 11 lm Bioreaktor 1 
entweder in der Einkammer- Oder ZweikammerausfOhrung. 

Die Figur 9a zeigt das zu stimulierende Transplantat 11. das medial oberhalb des 
Klarglases 17 im Einkammerbioreaktor 1 fixiert 1st. Mil mindestens 3 dieser Fixier- 
wande 28 soil eine, durch einstrdmendes Medium hervorgerufene, horizpntale 
Bewegung des Transplantates 11 am Reaktorboden verhindert werden, um eine 
optimale Perfusioh und Druckstlmulation durchfOhren zu konnen. Diese im Reaktor 1 
eingelassenen, biokompatiblen Fixierwande 28 mOssen in ihrer H5he unterhalb der 
zu apptizierendeh Druckarriptitude auf das Transplantat 1 1 dimensioniert werden. 

in der Figur 9b 1st der Einsatz von mindestens 3 dieser Fixierwande 28 im 
Zweikammemioreaktor skizziert. um eine horizontal Fixierung des Transplantats 1 1 
bei den verschiedenen Stramungsverhattnissen zu erreichen und eine .deale 
sepkreohte Perfundierung sowie eine mechanische Druckbeaufschlagung zu 
ermoglichen. 



Beispiel 10 

Magnetsysteme zur Steuerung des Mini-Aktuators 14 

Die Rguren 10 stellen (dargestellt am EinkammerWoreaktor) charakteristische 
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Vorrichtungen und Appataturanordnungen fOr das kontaktlos steuerbare 
Stimulationsverfahren des Mini-Aktuators 14 auf dasTransplantat 11 dar. 

In der Figur 10a (Magnetischer Steuerungseffekt - Magnetanziehung) sind die 
charakteristische Vorrichtung und das Prinzip zur berfihrungsloseh Kontrolle des 
magnetischen Mini-Aktuafors 14 im Bioreaktor 1 zur Druckdeformation des 
Transplantates 11 aufgefOhrt Die Ausrichtung der Permanentmagneten im Mini- 
Aktuator 14 erfoigt; nach der vorherrschenden Magnetfeldrichtung; die durch extern 
angeordneten Kontrollmagneten 16 erzeugt wird. Durch diesen Kontrollmagneten 15, 
der z.B. mlndestens ein Permanentmagnet Oder mindestens eine Spule ist, wird ein 
definiertes (elektro-)magnetisches Feld generiert, welches mit seinen Feldlinien in 
den gesamten Bioreaktorraum 1 herein reicht und eine feldrichtungsabhangige 
Bewegung des Druckstempels des Mini-Aktuators 14 ausldst. In dem Beispiel der 
Rgur 10a wird durch den, hier exempiarisch oberhalb angeordneten, Kontroll- 
magneten 1 5 das Prinzip der Magnetanziehung aufgezeigt. 

In dem in der Figur 10b (Magnetischer Steuerungseffekt - MagnetabstoBung) : 
dargestellten AusfOhrungsbeisplei wird durch die MagnetabstoBung der zweite 
magnetische Steuerungseffekt zwischen dem magnetischen Kontrolisystems 15 und 
dem Mlni-Aktuator 14 dargestellt. Durch einen Wechsel der Magnetfeldrichtung des 
Kontrollmagneten 15 andert sich die Bewegungsrichtung des Mini-Aktuators 14. 
welcher nun abwartsgerichtet auf das Transplantat 11 gesteuert wird. Durch 
Erhohung der Leistung bzw. magnetische Russdichte ausgehend vom Kontroll- 
magneten 15 verstarkt sich auch die Druckbelastung des Transplantates 1 1 bis zum 
Zieiwert der in-vivo adaptiven Stimulation. 

Die Figuren 100-1 Oe zeigen Anordnungen von Steuerungselementen, mit denen es 
meglich ist, den Mlni-Aktuator 14 zykllsch und mit hoher Frequenz in einem abge- 
schlossenen Bioreaktor 1 zu steuern. 

Die Figur 10c (Steuerung des Mini-Aktuators 14 mittels elner Kontrollmagnet- 
fQhrungsplatte) stellt eine Ausfuhrungsform eines permanentmagnetischen 
Steuerungssystems dar. In dieser Magnetfeldvariante arbeitet eine Anordnung von 
mehreren Permanentmagneten 32 unterschiedlicher GroBe, Polung und somit 
Feldstarke sowie -richtung auf elner linear gesteuerten Fuhrungsplatte 31, die hier 
beisplelhaft oberhalb des Reaktorprototyps posltionlert ist. 
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Hierbei wird dumh eineh Linearmotor 29 eine Fuhrungsschiene 30 mit den in der 
Magnethalterung 31 e'mgesetzten Permanentmagneten 32 angetrieben. Diese mobile 
Phase des Magnetsystems macht eine Bewegung des Btoreaktors 1 unndtig. 

pas Steuerungssystem in Figur 10d (Steuerung des Mlni-Aktuators 14 mittels 
rotierenden Permanentmagneten) basiert ebenfalls auf einer Steuerung des 
magnetischen Druckstempels 14 mittels einer Dauermagnetenanordnung auf einer 
rotierenden Scheibe. 

Hierbei treibt ein Stellmotor 29. eine Magnethalterung 31 mit eingepassten 
Permanentmagneten 32 aiternierender Polungen in rotierender Weise an. Diese 
rotierende Magnethalterung kann beispielsweise mit vier alternierend gepolten 
Magneten 32 bssetzt sein und bewirkt infolge dessen bet einer vollen Umdrehung 
zwei komplette Druckbeaufschlagungen auf das Transplantat 11. Die Kombination 
dieser Magnetbesetzung der Rotationsscheibe mit der Umdrehungsgeschwindigkeit 
des Stellmotors 29 ergibt eine hdher f requerite Magnetfeldanderung und demzufolge 
ein hochdynamisches Stimulationsschema auf das Transplantat 11. Die Vorder- 
ansicht verdeutlicht beide Magneteffekte des Rotationssystems anhand zweier 
Bioreaktoren 1. Die AusfQhrungsform dieser Vorrichtung ist fur eine Vielzahl von 
Bioreaktoren 1 geeignet, solange diese exakt ober- bzw. unterhalb des Kontroll- 
magnetmittelpunktes platziert werden konnen. 

Die Figur 10e (Steuerung des Mini-Aktuators 1 4 mittels Eisenkernspule 35) stellt eine 
Magnetvorrichtung basierend auf einer Spulenan'ordnung dar. 
Dieses Magnetspulensystem arbeitet mit einer induktionsspule 35, die hier oberhalb 
des Btoreaktors 1 fixiert wird, unter Erzeugung eines definierten Elektromagnetfeldes, 
welches slch Ober die zugefuhrte elektrische Leistung stufenlos regeln lasst und 
somit jegliche Positionen des Mini-Aktuators 14 Im Bioreaktorkorpus erm6g«cht 
Durch eine Umpolung der Stromrichtung erfolgt eine Umkehrung der vorhandenen 
Feldrichtung und des elektromagnetischen Effektes. Die verwendete Eisenkemspule 
35 baut senkrecht zur Spulenwicklung ihr elektrisches Feld auf und wirkt auf den 
statischen Permanentmagneten des Mini-Aktuators 14 anziehend sowie abstoBend 
ein. 

Eine automatisierte Station dieses Systems besteht aus einer leistungsfahigen Spule 
35 mit geringer Warmeentwickiung mit elnem angeschtossenen regulierbaren 
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Transformator, dessen Leistung mittels eines Muttimetermessgerates Qberwacht 
wircL Daruber hinaus gewahrleistet der Einsatz einer Mikrocontroliers die 
. Ansteuerung eines Relais, welches den Strom In gewQnschter Richtung schaltet, den 
gewunschten Effekt einer intermittierehden Druckapplizierung auf das Zellkonstrukt. 



BeispieiH , 
Stimulationsschema im Zweikammerreaktor 

Die Figuren 11 zeigen das gesamte Stimulationsschema des neuartigen GMP- 
fahigen Bioreaktors 1. Hierbei laufen die. mechanische Druckstimulation. die 
Perfusion und die scherkraftinduzierte StrSmuhg in dem dreidimensionalen 
Transplantat 11 parallel ab. 

In der Figur 11a (Perfusionsstimulierung ohne mechanische Belastung) erfolgt eine 
Stimulierung des Zellkonstruktes 11 nur Ober eine gerichtete Medienaristrdmung, die 
zu einer Konstruktperfundierung mit einer Scherkraftausflbung auf die Zellmembran 
im yPa-Bereich fOhrt Dargestellt ist in diesem Verfahrensbeispiel eine kontinuieriiche 
Nahrmedienzufuhr in zwel Zulaufe 19, so dass jede Reaktorkammer versorgt wird, 
sich zuerst ein Konzentrationsausgleich im Transplantat 11 einstellt und hiernach, in 
Abhangigkett der gewahlten Volumenstrome, sich eine obere- und untere 
perfusionszone im Konstrukt ausbildet Oieses verbrauchte Medium verlasst Ober 
zwel weitere Ablaufe 19 den Reaktorraum. Wahrend dieser Stromungsstimulierung 
erfolgt hier kelne Druckbeaufschlagung, da der Drucksternpel 14 vom Kontroll- 
magnetsystem 15 in eine obere Position im Bibreaktor 1 gehalten wird. 
In der, Figur 11b (Perfustonsstimulierung und Stempelaufsatz) ist der zweite Schritt 
einer multiplen Stimulierung von Gewebeereatzmaterialien 11 In dem Bioreaktor 1 
aufgezeigt. Zuerst werden, wie in diesem Beispiel, die Stromungsverhaltnisse 
modifizierL Ober die 3-Wege-Ventile 6 wird der Nahrmedienstrom nur in die untere 
Reaktorkammer geleitet, von wo es durch das Transplantat 11 perfundiert. den 
Stoffaustausch herbeifOhrt und den oberen Reaktorraum Ober ein Abfluss veriassen 
kann. Durch eine Umpolung des Kontrollmagnetsystems. hier einer Eisenkemspule 
35 bei geringer Leistungsinduktion, kommt es zum Aufsatz des magnetischen Mini- 
Aktuators 14 auf den z.B. zylindrischen Gewebeersatz 1 1 . Dieser stempelaufsatz mit 
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einer 6%-igen Konstruktdefomiation markiert einen Umkehrpunkt des Mini-Aktuators 
1 4 bel efner dynamischen hochfrequenten Deformation der Zeltmatrix 1 1 . 
Im hachsten Schrttt des" Stimulationsverfahrens wird, wie in Figur 11c (Perfusions- 
stimulierung und mechanische Belastung) dargestellt, die von der Spule 35 
ausgehende Magnetfeidstarke erhohL Das Resuttat dieaer erhdhten magnetischen 
Flussdlchte 1st eine veretarkte Kompression des Transpiantates 11 auf die 
gewunschte Zieldeformation, die vorzugsweise in-vivo-ahnliche Prozesse imitiert. 
Nach dieser erfoigten Druckstimulation kann in intermittierender Verfahrensweise ein 
Wechsel zwischen Zellreizung und Stempelaufsatzes herbeigefuhrt werden.. 
Auch eine statische Kompression des Ersatzmaterials 1st mit dem aufgefuhrten 
Apparatur und dem dargelegten Verfahren moglich. 

Grundsatzlich kann wahrend dieser mechanischen Belastung eine gerichtete 
Konstrukipertusion durch die Tragermatrix eingefuhrt werden, welche den Zelien 
benotigte Nutrienten liefert und Metabolften abfOhrt, die vor allem wahrend stoff- 
wechselaktiver Pnasen, wie z.B. bei der Proliferation und der Differenzierung (extra- 
zelluiare Matrixsynmese), ausgetauscht werden. 

Nachdem das DruckbelastungsprotokolUbgearbeitet wurde, fOhrt man die Stempel- 
vorrichtuhg in den Ausgangszustand zurQck, perfundiert die Zellkultur z.B.. weiter 
kontinuierlich und entnlmmt, z.B, bei ausreichend syntbetisierter extrazellularer 
Matrix, das Trahsplantat 11. 
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Llste der Bezugszeichen 



1 Bloreaktor 

2 Mediumreservoir 

3 Supplemeritenreservoir 

4 Schlauchsystem 

5 umwalzpumpe 

6 3-W8ge-Ventll 

7 4-Wege-Ventll , 

8 Probennahmestrecke 
g Biosensoren Gtu/Lac 

10 Messsonden pH, pCC>2, p02 

-1 1 Transplantat 

12 Zfclten/Gewebe 

13 StOtzmatrix 

14 Mini-Aktuator 

15 Kontrollmagnet 

16 poroses Sirrtermaterial 

17 Klarglas 

18 Durchlasslge Membran 

19 Schlauehkupplung/Luer-Anschluss 

20 Quetschring 

• 21 Reaktorverschluss 

22 Permanenjmagnet 

23 HflllkSrper 

24 Stempelflache 

25 Einsaatkolben 

26 Stempei 

27 Schiebeplatte 

28 Fixierwand 

29 Stellmbtor 

30 FOhrungsschiene 

31 Magnethalterung 

32 Permanentmagnet 

33 strSmungskanal© 

34 Verlangerungssteg 

35 Spule 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum Kultivieren und Stimulieren von dreidimensionalen, vitaten und 
mecfoanisch widerstandsfahigen Zelltransplantaten in einem GMP-geeigneten 
Bioreaktor, m'rt den Verfahrensschritten 

a) das dem Organismus entndmmene, mit an sich bekannten Methoden zur 
Bioreaktbrkultiyierung aufbereltete Explantatszelleh (12) und aus 
handelsublichen blokompatiblen, -resorblerbaren oder autologen oder 
homotogen Materialien bestehende Tragermatrizes (13) nach deren 
Mlschung als Zellmatrixsuspension 

b) in einen, gegebenenfalls folierten, Einsaatkolben (25) mit beiiebigen, dem 
spateren Transplantat angepassten Querschnitt eingebracht wird und dort 
aushartet bzw. polymerisiert, 

c) gegebenenfalls hierbei mittels eines passgenauen, inerten, 
gegebenenfalls strukturierten oder folierten Stempels (26) mit minimaten 
Druck belastet wird, 

d) der Einsaatkolben mit dem Transplantat (11) in den Kammerraum des 
Bioreaktorkorpus eingef Ohrt wird, 

e) wo das Transplantat (11) aus dem Einsaatkolben (25) auf dem 
Bloreaktorboden medial aufgebracht und der Biorektpr (1) nach 
Entfemung des Einsaatkolbens verschlossen wird, 

1) wo das Transplantat durch den Eintrag von. Perfusionsstromung welter 
kultwiert wird und 

g) ~ nach Abschluss der Kultivierung das Gewebeereatzmaterial zur weiteren 
Venwendung entnommen wird, 

d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t, dass das Transplantat in der Phase der 
Kultivierung auf der dem Bloreaktorboden gegenOberliegenden Oberflache 
durch Druck belastet wird. 

2 Verfahren nach Anspruch1,d ad urch gekennzeichnet,dassdas 
Transplantat durch einen den Druck vermlttelnden Stempel belastet wird: 
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3. 



5. 



6. 



VedahrcnnaohAnapmohl und2,dadu,oh g e k . ,» n U , hneade» 

zeiblohundlnderMengebzw.St&rKesteuerbar^ 
VerfahrennaohAns^lbia^daduroh gekannzalohnaUJaaa 

und zyWteoh m« dam Druok varmmelndan Siempal batestat wrd. 

Vartahrcn naeh Anspruoh 1 bte 4, d a d ' u r . h g e k e n n z a . c hpet dass 
* Oruokbateshmg das Transplant v*h«nddar Panund,erung adCgt , 

Verfaruan nach Anspruoh 1bte5,d ad u,oh g e ksn nzsioh n at, dass 
k, Abhangigka, von dar Varwandung mi, s«teohsn, vorzugs- 
ZZSZ*****™ Oruokba.asn.ngaa bzw. Konanu^nnabonan 
two* konbnu.ad.ch m« ^rrnWerendan bzw. dynam^ohan 
Oruokkrtften belastet wird. 

VedabrannaohAn^n b fe 6,dadu,oh V***""'^™^ 
die maohanisohen Bateatungan mi, a.nar Fraquanz von mshr ate 0.1 H 



erfolgen. 



8. 



9. 



V^n naeh Anspruoh 1 »». * ad £ 
die mechanlsoha DruckabmuUarung <ta Form amor sym 
unsymmatnaohan Cosinus- odar smuaha.bwa.te aufwa,st. 

Vedahren .oh ^J^^ V— "dlTn 

:r*:r =r rjr n^ « ^ z. 

OberflSohadasTmnap.antatesknBteraaKb.rbawagtw.rd. 



,r>on 0007. /QT./ 17. 
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10. Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, d a d u r c h gekennzeichnet, dass 
das magnetische Feld dutch mindestens elnen Pernianentmagneten erzeugt 
wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 1bis10,dadurchgekennzeichnet, dass 
slch mindestens zwei Permanentmagneten mlt alternierender Polung auf einer 
mobilen Halterung oberhalb des Bibreaktors angeordnet sind und zyklisch von 
'einem Stellmotor angetrleben, ihre Position wechseln, wodurch der Druck- 
stempel aiternierend auf das Transplantat driickt 

12. Verfahren nach Anspruch 1bis8,dadurch gekennzeichnet, dass 
die Spule eines Elektromagneten hochfrequent ihre Stromrichtung und 
Spannung und somit Feidrichtung und magnetische Flussdichte Ober den 
Bioreaktor andert, wodurch der Druckstempel aiternierend auf das Transplantat 
drOckt 

13. Bioreaktor zum KuKivieren und Stimuiieren von dreidlmensionalen, vitalen und 
mechanisch widerstaridsfahigen Zelltransplantaten in einem GMP-geelgneten 
Bioreaktor, 

dadurch gekennzeichnet, dass der Bioreaktor (1) aus einem 
Grundkdrper.mit einem Reaktorverschtuss (21) druckdicht und steril verbunden 
ist und mindestens einen Reaktorraum bildet, in dem eine AblageMche fOr .ein 
Transplantat (11) sowie ein Mini-Aktuator (14) implementiert und der Bioreaktor 
(1) mit wenigstens zwei SchlauchkupplungsanschlQssen (19) fQr die Medium- 
zufuhr und Mediumabfuhr bzw. zur Begasung versehen ist. 

14 .vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dassdie 
Zellkulturkonstrukte (11) direkt oder indirekt auf dem Bioreaktorboden eines 
Einkammerbioreaktors (1 ) kultivierbar und stimullerbar sind. 

15. vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dassdie 
Zellkulturkonstrukte (11) direkt oder indirekt, zumindest partiell, auf emer 
Bodenflache der oberen-Reaktionskammer eines Zwelkammerbioreaktors zur 
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ZQchtung und Stimulierung iiegt, wahrend sich unterhalb dieses Transplantates 
(11) ein zweiter Reaktorraum befindet 

16. Vorrichtung nach Anspruch 14 Oder 15, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Bioreaktor (1) mit einem Transplantatseinsatz auf dem Boden der 
oberen Reaktorkammer versehen ist, in den die Zelikonstrukte (11) einlegbar 
sind. / 

• 17. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 1 3 bis 16, dadurch gekennzei- 
chnet, dass der Behatter des. Bioreaktors (1) einen hohlzylinderfdrmigen 
Korpus aufweist, der auf der Oberseite von einem Reaktorverschluss (21) 
abgeschlossen ist. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 13 bis 17, dadurch gekennzeichnet, 
dass der oder die Reaktorverschlusseinheit (21) und der Bioreaktor (1) durch 
eine Gewindeverbindung und wenigstens einem Dichtring (20) miteinander 
dergestalt verbunden sind, dass entweder die Gewindeverbindung zwischen 
dem Reaktorverschluss (21) und dem Behatter (1) durch ein Innengewinde in 
dem Behatter (1) und ein damn zusammenarbeitendes AuGengewinde in dem 
Reaktorverschluss (21) oder die Gewindeverbindung zwischen dem 
Reaktorverschluss (21) und dem Behatter .(1) durch ein AuBengewinde in dem 
Behatter (1) und ein damit zusammenarbeitendes Innengewinde in dem 
Reaktorverschluss (21) hergestellt ist 

19. Vorrichtung nach Anspruch 13 bjs 18, d a d u r c h gekennzeichnet, 
dass der als Deckel ausgefQhrte Reaktorverschluss (21) mit Biosensoren (9) 
und/oder Messsonden (10) versehen ist. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 13bis 19, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Deckel (21) mit einer Probennahmestrecke (10) versehen ist 

21. Vorrichtung nach AnsprOche 13 bis20, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Grundkerper des Bioreaktors (13) in der Ausfuhrung als Einkammer- 



■MM* nt mmdaaens |e einer Zu- und Ab.auf6ohn.ng (Or die EMM-Q 
von Scwauohkupplungsaneohiaasen (19) versehen .st. 

22 VorrtoMung nach AneprOohe 13 bte 20, d a d u r o h 9 eksn ""'!*":''- 
L der Lfdkarpar dee Bioraakfors (1) in der Aus«hrung ais Zwetonnw- 
tTeaktor ml. mtndestens zwe, Bohrungen .Or d,e Einrfohfung von Sehiauoh- 
kupplungsansohlOssen (19) versehen isL 

23 Vonlchtung naoh Anspruoh 22, d a d u r o h 0 e k e n n z e i o h n e , t , daes *, 
LeikamnLoreaidor mindeelens » am WW^- (19) In 
den unteren und oberen Reakllonsraum eingelassan ist. 

24 Vonfohtung naoh Anspruoh 21 We 23. d a d u r o h g 9 k e n n z e 1 c h n e U 
dTdl I die Bioreakwrkammam mundenden Zuiaufaneohkurse (19) und 
ZTsohlOsee (19, n* einern 3-Wege-Venf» (6, odar mh e,nem 4-Wege- 
Ven« (7) mil Ruoksohlagafuhktlon versehen end. 

VonfcMung na* Anepruoh 24, d a d u r o h fl a k e n n z . i < 
mfndeeJs ekier dar AbiaufansohiQsse (19) mit erner Probennahmesfreeke 



(10) versehen sind 



« Vo «ohl U nanaohrnlndeetenselnemdarAnspraohe13bis25,daduroh ge- 
iTntTe "ot n e , . dase zur Oberwaohung derTranspfanfafhercteifung der 
Bioreaktor^ (1) arn Keakforboden ««' oder teiiwefce aus ernem 

voizugeweise e,ner «a*esohe,be (17, besteh. 

27 vomcwungnaoh Anspruoh I3bis26.d ad u, oh g e k e "*£ 

Ober dam RsakforboOen dee Bioreekfcre (1, erna FoUe, Vtes odar 
£L£ (18) aus einem an^ffeohen Oder inerten Maferta, zur Aunage des 
^nis (11, angeonfne, * und dieses Materia. vorzugswe.se we»- 
. masohig,llcht-, fluid- und gasdurchlassig at. 

28 Vonfohlung naoh minders einem der A^sprtohe 13 bis 27'. dad u r oh ^9 ► 
kTTn z a 1 c h n e t , daas dia obare ReaKorkammer des BloreaKors (1, be. 
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Ausfuh-ung ais zweikammernsaWor in lh,er Grundnache der TmnsptantaS- 
In^Te entepnont, «ah re nd die AbmaBe der unteren Kammer unter denen 
r^lamaL CM)-*** so dase.be, e ln er ^ 
dieses KorLuk. aroBtenteUe Qber der unteren Kammer ..eg. and tellwase «u» 
dem Reaktorboden der oberen Kammer. 
29 vorrtemungnaohAnepruohZS.dedurohgeKennzeidhnet uassden 
RtT^ef un tere n RealdorKammer erne flaone Scheme (16) aua borsch 
Lorn, ll^urehasslgern, weitporigem Material ^V^^ieTr 
portsem Simermatertal, so dass air, ebenar Realdorr^enar^luss aue d,eaar 
Scheibe (16) und dam Bodendar oberen Reaklorkammargab»detw,rd. 

30. Vonlchn.ngnachAnapruchZSund^dadoroh » ekennZS ' 0 ^; 
dass oberhalb der durch die Scheibe (16) ausgefullten unteren Reaktorkanimer 
Tdats^ .n der obered ReaKodrammer biidenden Reattorboden dee z~ 
libers (1) elne Folle. Viles odar Membrane W -» *»■* 
stateohan Oder inerten Material air Auflage daa Tmnsplantates (11) anga 
und dieeee Matena. vorzugawaise weHmaechlg, M fluid- und gas- 

durchlassig tat 

desTransplantates (11) befinden, wie dfe transparent Sche.be (17) die untere 
desTransptanunesv , M-torta i mm U nd elne wertmaschige 

Kammer m* einge.egtem P orc*en M W -d 
Membrane (18), eine Gesamthohe 

Obficnen Mikroskop- und Kameraobie^en n.oht uberschrerten. , 

u\ H^Hurch aekennzelohnet.dassein 
32. Vorrlchtung nach Anspruch 1, d a d u r c h g • 



wird- 



»r-.-ora CQQ7 /QT/T.7. 
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33. Vorrichtung nach Anspruch 13 bis 32, dadurch gekennzelchnet, 
dass der Mini-Aktuator (14) im Einkammerbioreaktor (1) oberhalb der Membran 
(1 8) und dem Transplantat (1 1 ) im Bioreaktorraum angeordnet let. 

34. Vorrichtung nach Anspruch 13 bis 32, dadurch gekennzelchnet, 
dass der Mini-Aktuator (14) im Zweikammerbioreaktor (1) oberhalb des porSsen 
Materials (16), der Membran (18) und dem Transplantat (11) In dem oberen 
Reaktorraum angeordnet ist. 

35. Vorrichtung nach den AnsprOchen 32 bis 34, dadurch gekennzeich- 
n e t ,, dass der zu implementierende magnetische Mini-Aktuator (14) aus einem 
magnetischen KernkQrper (22), vorzugsweise aus einem Permanentmagneten, 
aufgebaut Ist, der in einem biologisch inertem Hullk5rper (23), vorzugsweise 
Kunststoff, eingekapselt ist. 

Vorrichtung nach Anspruch 32 bis 35, d a d u r c h gekennzelchnet, 
dass der magnetische KernkSrper (22) so ausgerichtet ist, dass das sich 
zwischen den Polen ausbildende Feld senkrecht zum Transplantat (11) vertauft, 
so dass der magnetische Nordpol des gesamten Mini-Aktuators (14) aufwarts 
ausgerichtet ist 

Vorrichtung nach Anspruch 32 bis 38, dadurch gekennzeichnet, 
.dass der den Kemmagneten (22) umgebende biokompatible HQllkdrper (23) in 
seiner auQeren Form der Querschnittsform der Reaktorkammer des Bloreaktors 
(1) entspricht. 

Vorrichtung nach Anspruch 32 bis 37, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Gesamthfihe des HOllkorpers (23) so gewahlt ist, das es bei einer 
implementierung des Minl-Aktuatore (14) in den Reaktorraum zu einer senk- 
recht ausgerichteten Fuhrung des Druckstempels des Mini-Aktuators (14) auf 
das Transplantat (1 1 ) kommt. 

Vorrichtung nach Anspruch 32bi3 3B,dadurch gekennzeichnet, 
dass der kolbenfdrmige Mini-Aktuator (14) aus mehr als einem Hullkorper- 
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zylinder besteht, so dass eln HQIIkSrperzylinder, vorzugsweise der bbere, den 
eingekapseJten.Permanentmagheten beinhaltet uhd ein weiterer Zylinder der 
Stempelaufpragung (24) dient, wobei die raumlich getrennten Zylinder fiber 
einen Steg (34) oder eine funktlonsgleiche Verbindung miteinander verbunden 
sind. 

40. Vorrtohtung nach Anspruch 32 bis 39, d a d u r'c h gekennzeichnet, 
dass die durch den HQIIkorper (23) gebitdete planare Stempelflache (24) an der 
Unterseite des Mini-Aktuators (14) senkrecht zu der FOhrungsrichtung im 
Bioreaktorraum (1 ) verlauft. 

41. Vorrichtung nach Anspruch 32 und 40, d a d u r c h gekennzeichnet, 
dass auf die Stempelflache (24) des Mini-Aktuators (14) organotypische 
Negativformen, wie z.B. eine Wdlbung, aufgepragt sind. 

42. Vorrichtung nach Anspruch 32 und 41, d a d u r c h gekennzeichnet, 
. dass die planare oder geformte Stempelflache (24) eine Pragung in Form einer 

Gitterstruktur zur VergrSBerung. der Stempeloberflache aufweist, vorzugsweise 
mit klernmaschiger Struktur. 

Vorrichtung nach Anspruch 32 bis 42, d a d u r c h ,g e k e n n z e i c h n e t , 
dass der HQIIkdrper (24) des Mini-Aktuators (14) mit Bohrungen und/oder 
Str&mungskanalen (33) so versehen 1st, dass Qber mihdestehs 3 Stellen des 
AuSendurchmessers eine passgenaue, vertikale FOhrung des Mini-Aktuators 
(14) weiter gewahrieistet ist. 

44. Vorrichtung nach Anspruch 32 bis 43, d a d u r c h gekennzeichnet,. 
dass die Stempelflache (24) des Mini-Aktuators (14) mit mindestens einer 
FOhrungsnase versehen ist, welche in \ihrer passgenau eingelassenen 
Fuhrungsschiene im Bjoreaktorkorpus vertikal gleitet 

45. Vorrichtung nach Anspruch 32 bis 44, d a d u r c h gekennzeichnet, 
dass der auBerhalb des Bioreaktors (1) angeordneter Kontroll- und.Steuerungs- 
magnet (15) mit dem von ihm ausgehenden (eiektro-)magnetischen Feld eine 
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Bawaoung des ^ * ^ "*£ 

Ct^totL magnet Nordpo, das Pern—agnater. (22), 



hervorruft 



46. .vco-cwuna naah AnspruC 32 » « d a d , » ^ £ 

Druckaempel (14) det Polung hmM (14) auf 



(11)folgt. 

47. 



ihrer h<5rizontalen Position versetet werden. 

, vo^^—.dad.oH rr --:::^r B :: 

^ l^^ng bestent, d„ * a,ne 

(32) mil untersohiedliohef senwewn rf „„ Btzt sind un d duroh dan 

a— rrn* ^rUy^rdan^rWh.nwe,-. 
Rotatlonsantrieb eines Stellmotors (29) zywiscn 

gefunrt werden. 

ln mre r honzordalsn Postoon.aa. <^ n *'° peroanenlmagn9te n (32) 

Schn1.mo.or ^^^^ «.CIH»«— — ■ 
stelgem und hohere Diuokkralte auf das ransp 

chaekennzslchnet, dass 

50. Vordchtung naoh Anspruoh 49 , d „ so angaordnat warden, daaa 
mindeaens zwei Bloreakloren (1 1) in emar s 
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4hre Minl-Aktuatoren (14) von nlir einem permanentmagnetiscnen Kontroll- 
. system kontakHos angetrieben werden. 

51 VorrlchtungnachAnspruch32,dadurchgekenn 2 eichnet,dassd e r 
Kol«- und Steuermagnet (15) a,s E.ektromagnet mit m*destens *ne 
mduktionsspute (35). ausgefOhrt ist. deren Feld mit an sich bekannten Mrtteln 
stufenlos regetbar ist. 

52 vbrrtcMungnachAnspmohazundSl.daduroh gakannzalchnet. 
' daS sd(eW UW ion^ule(35) h«hfr e <,u en t m ilve*« 1 ert«rerFre,u e nzan9e- 

stauartwird, um hochdynamischa MaanetfekJSndeningen und Bswagungan das 
MM-Aktuators (14) aul das Tranaplantat (1 1) hervorzurufen. 

53 vomchtung nach Anspruch 13 bis 52, d a d u r c h g a k a n n r a i o h n e t 

' dass ain, vorzugawalsa zylindrtschar, Einsaatkotoan (25) mlt atnsm mnandu^h- 
n^saar, dar dam AuBendu^aasar das Transplanta.es entspricW. varga- 
^Tist zum Elnsprtean dar Zafen (12) ""d dar Tragarmatrix (13) auf a,na 
bewegHche Schiebeplatte (27). 

54 VomchtungnachAnspruch13bis53,dadurch g ek e n n z • I * \ .n 1 M . 
dais dte bewegHche ScbIebe P .atte (27) und der .nnenraum des Bnsaatkolbens 
(25) mlt einer inerten Membrane, Folie bzw. Polymeries Qberzogen s,nd. 

55 . vor ri obtungnacbAnspruch53und54,daduVch geke n- » z. I chnst. ' 
dass in den Elnsaatkolben (25) ein passgenauer Stempe. (26) m* einer 
P "aln Stampede Oder einer o^notypiachen Nega«vform le,cht auf die 
Zellsuspension aufgesetzt ist. 

durchmesser des Bioreaktors (1) entspricht. 

u^K-.ss Haduroh gekennzeiohnet, 
57. Vomchhtng nach Anspruch « U ' ^ ns , FM8roantJe (28) 

dass am Reaktorbodan das Ehoreaktors (1) mmoests 
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eingelassen sind, die in ihreri AbmaBen einer Transplantatseinlage entgegen 
kommen und die Druckkdmpression nicht behindern. 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 6 
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Fig. 7b 
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Fig. 8 
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Fig. 10c 
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Rg. 10d 




Position 1 




Position 2 



Fig- 10e 
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Fig. 11 



Fig. 11a 




